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TlTULO: 

PRODUCCION DE PENICILINA MEDIANTE la UTILIZACI6N DE CEPAS 
TRANSG^NICAS MERODIPLOIDES. 



5 

SECTOR DE LA TECNICA 

Biotecnologia. ingenieria gen^tica de microorganismos. 
Sintesis de antibioticos. Penicilina 

1 0 ESTADO DE LA TECNICA 

Tanto Penicillium chrysogenum como el hongo filogen§ticamente 
relacionado Aspergillus nidulans sintetizan benzilpenicilina (penicilina G) a 
partir de los mismos precursores aminoacfdicos y de fenilacetato. Hasta el 
presente, se ha conseguido mejorar la produccion de penicilina por ingenieria 

15 gen6tica en estos hongos mediante, por ejempio: 

(1) un incremento en la expresibn de uno o m&s de los tres genes 
estoicturales responsables de convertir los precursores aminoacfdicos y 
fenilacetil-CoA en penicilina G [Penalva, M.A et al. (1998) The optimization of 
penicillin biosynthesis in fungi. Trends in Biotechnology 16: 483-489], 

20 (jj) la inten^upcion (en A. nidulans) de la ruta de catabolismo de fenilacetato 
y su consiguiente canalizacidn hacia la biosintesis de penicilina [Mingot, J. M. 
et aL (1999) Disruption of phacA, an Aspergillus nidulans gene encoding a 
novel cytochrome P450 monooxygenase catalyzing phenylacetate 2- 
hydroxylation, results in penicillin overproduction, J Biol Chem 274:14545- 

25 14550; tambi6n Patente espanola P97700833], 

(ili) la sobreexpresion (en P. chrysogenum) de una fenilacetil-CoA ligasa de 
origen bacteriano [Minambres, B. et al. (1996). Molecular cloning and 
expression in different microbes of the DNA encoding Pseudomonas putida U 
phenylacetyl-CoA ligase - Use of this gene to improve the rate of 

30 benzylpenicillin biosynthesis in Penicillium chrysogenum. J Biol Chem 
271 :33531-33538; tambien Patente P9600664]. y 
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(iv) la canalizaci6n del precursor dcido a-aminoadfpico hacia la btosintesis 
de peniciiina por intemjpd6n de la biosmtesis de lisina a partir de dicho 
precursor [Casqueiro, J. et al. (1999) Gene targeting in Penicillium 
chrysogenum: disruption of the Iys2 gene leads to penicillin overproduction. J 
5 BacterioL 181:1181-1188]. 

Todas estas estrategias se basan en la ganancia de funcion (mediante 
sobreexpresi6n) o en la inactivacion de genes estructurales implicados en la 
biosintesis de precursores de peniciiina considerados individualmente. Esta 
invencion cubre una posibilidad altemativa que no habia sido previamente 
10 explorada, que es la manipulaci6n por ingenierfa genetica de un gen regulador 
para incrementar simuitaneamente la funcidn de varies genes estructurales 
bajo su control. La ventaja es que es de aplicacidn general a otros metabolites 
secundarios y no requiere la identiftcacion previa de los genes estructurales 
cuya expresion se modifica en el organismo receptor 
15 En A. nidulans [Espeso. E, A. et al. (1993) pH regulation is a major 

detemninant in expression of a fungal penicillin biosynthetic gene. EMBO J, 
12:3947-3956] y P. chrysogenum [Suarez T. y Penalva M.A. (1996) 
Characterization of a Penicillium chrysogenum gene encoding a PacC 
transcription factor and its binding sites in the divergent pcbAB-pcbC promoter 
20 of the penicillin biosynthetic cluster. MolMcrobioL 20:529-540], la ruta de 
biosintesis de peniciiina esta regulada positivamente por la proteina con dedos 
de zinc PacC (Tilburn. J. et al (1995) The Aspergillus PacC zinc finger 
transcription factor mediates regulation of both acid- and alkaline-expressed 
genes by ambient pH. EMBO 1 14:779-790]. En A. nidulans, PacC se sintetiza 
25 en forma inactiva (674 residues aminoacidicos) y es activada mediante 
eliminaci6n proteolltica de unos 400 aminoacidos en su region carboxilo- 
terminal. La proteina resultante (aproximadamente 250 residues) es un 
activador transcripcional de los genes de biosintesis de peniciiina [Tilbum, J. et 
al. (1995) The Aspergillus PacC zinc finger transcription factor mediates 
30 r gulation of both acid- and alkaline-expressed genes by ambient pH. EMBO J. 
14: 779-790; Orejas, M. et al. (1995) Activation of the Aspergillus PacC 
transcription factor in response to alkaline ambient pH requires proteolysis of 
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the carboxy-terminal moiety. Gene Develop, 9:1622-1632]. Este procesamiento 
proteolftico se produce en respuesta a una sef\a\ que se transmite cuando el 
fnedio ambiente as alcaiino. 

En A, nidulans mutaciones (denominadas pacCf) en el gen pacC que 
5 producen un truncamiento en la region carboxilo terminal de la proteina entre 
los aminoacidos 263 y 574 (considerando el codon ATG en posicion 5 de la 
ORF como punto principal de iniciacidn de traducci6n) causan la activacidn 
proteolltica independiente de pH ambiental de la proteina, mimetlzan 
condiciones ambientales alcalinas y resultan en ganancia de funcion genica 

10 pacC, con lo que, cualquiera que sea el pH del medio, se produce una 
expresi6n elevada de los genes que deben funcionar a pH alcaiino y una 
expresion reducida de aquellos que deben funcionar a pH acido. Los genes 
"aicalinos". cuya expresion se ve incrementada en este fondo genetico, 
incluyen genes de la ruta de bioslntesis de penicilina. 

15 En ^. nidulans, las mutaciones pacCf se comportan como 

codominantes en diploides heterozigoticos con un alelo silvestre pacC^. Se 
desconoce el comportamiento de estas mutaciones en estirpes merodiploides 
con dos copias del gen pacC (una de ellas pacC^ y la segunda pacC) y el resto 
del genoma en su condici6n normal haploide. 

20 En el organismo industrial Penicilllum chrysogenum existe un 

homologo del gen pacC de A, nidulans [Suarez T. y Penalva M.A. (1996) 
Characterization of a PenicilHum chrysogenum gene encoding a PacC 
transcription factor and its binding sites in the divergent pcbAB-pcbC promoter 
of the penicillin biosynthetic cluster. Mol.MicrobioL 20: 529-540]. Dicho gen (que 

25 denominaremos Pc-pacC) posiblemente regula de manera positiva la njta 
biosintetica de penicilina G, con lo que un incremento en la funci6n pudiera 
resultar en un incremento en los niveles de produccion de este antibidtico. Pc- 
pacC (GenBank ID U44726) codifica para un factor de transcripci6n (Pc-PacC) 
que tiene aproximadamente un 64% de identidad de secuencia de aminoacidos 

30 con su homologo de A. nidulans. La secuencia de 641 aminoacidos deducida 
para Pc-PacC se muestra en SEQ. ID NO 1 . 
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La tecnologia de ingenieria gen6tica este muy pocx) desarrollada en el 
organismo industrial Penicillium chrysogenum en relacibn con el organismo 
modelo A, nidulans, Por ejempio, se ha demostrado que la inactivacidn genica 
por recombinacibn hom6loga con alelos nulos de un gen es muy ineficiente 
5 [Peflalva, M.A. et al. (1998) The optimization of penicillin biosynthesis in fungi. 
Trends in Biotechnology 16: 483-489]. 

DESCRIPCI6N DE LA INVENCi6N 

1 0 Breve descripcion 

El objeto de la presente invencion es el diseno por ingenieria gen6tica de 
una cepa merodiploide transgenica de Penicillium chrysogenum en la que se ha 
alterado de manera dirigida la actividad de un gen regulador que controla la 
biosintesis de penicilina. Esta invenci6n representa el primer case en el que la 

15 biosintesis de penicilina ha sido mejorada por manipulaci6n de un gen 
regulador, y por lo tanto presenta una notable novedad sobre las tecnologias 
previamente utilizadas. 

Para evitar las dificultades tecnol6gicas antes mencionadas, en la 
presente invencibn se propone la generacibn de estirpes merodiploides que 

20 contienen, ademas de la copia silvestre del gen pacC, una o mas copias 
adicionales de una versi6n mutante del gen pacC que codifica para una 
proteina truncada en el aminoacido 477. Todas estas cepas merodiploides son 
notablemente superproductoras de penicilina con relacion a la estirpe materna 
y muestran niveles elevados de transcripcion de al menos dos genes de la 

25 biosintesis del antibi6tico. demostrando asi la vaiidez del abordaje seguido. 

Descripcion detallada de la invencion 

Se han construido una serie de cepas merodiploides derivadas de P. 
chrysogenum NRRL1951. El gen pacC silvestre de esta estirp codifica una 
30 proteina de 641 aminoacidos cuya secuencia se muestra en SEQ ID NO 1. 
Ademas del gen pacC silvestre, estas cepas transgenicas contienen una o 
varias copias de pacC33, una variante alelica de pacC de 481 residues que 
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codifica para una proteina PacC normal hasta su residuo 477 tras el que se 
anaden, debido a un cannbio de pauta de lectura resultante del truncamiento, 
cuatro aminodicidos anormales, con los que termina en su extremo carboxilo 
temiinal (ver SEQ ID NO 3). La secuencia de nucle6tidos de cDNA que 
5 codifica esta proteina truncada se presenta en la SEQ ID NO 2). El gen pacC 
de P. chrysogenum tiene un intr6n a partir del nucleotide 223 de 56 pb [no se 
incluye en SEQ ID NO 2; Su^rez T. y Peftalva M.A. (1996) Characterization of a 
Penicillium chrysogenum gene encoding a PacC transcription factor and its 
binding sites in the divergent pcMS-pc/)C promoter of the penicillin biosynthetic 
10 cluster. MolMcmbioL 20: 529-540]. Esta proteina truncada estS disenada para 
que proporcione ganancia de funcibn PacC, por analogia a la situaci6n en A. 
nidulans, independientemente de la presencia o ausencia de la senal 
transducida por la ruta de genes paL 

1 5 Seieccion de una cepa receptora de P. chrysogenum y de 

marcadores de transformaci6n 

El marcador de transformacion utilizado para la construccion de varias 
de las estirpes transg6nicas fue el gen sC, que codifica para el enzima ATP- 
sulfurilasa, que convierte el sulfate en adenosina 5'-fosfosulfato. Esta 

20 conversion es un paso esencial para la utilizacion de sulfato inorganico como 
Onica fuente de azufre por P. chrysogenum y otros hongos, por lo que los 
mutantes sC son incapaces de crecer en medio con sulfato como fuente de 
azufre, aunque lo hacen normalmente en medio suplementado con fuentes de 
azufre orgdinico, como L- o D-metionina. La selecci6n de los transformantes en 

25 un fondo gen6tico sC se realiza por su capacidad de crecer en medio con 
sulfato, que les diferencia de la estirpe parental sC 

El selenato (Se04^') que penetra en las c6lulas a trav6s de la permeasa 
del sulfato, es un compuesto toxico para los hongos. Por ejempio, inhibe el 
crecimiento de P. chrysogenum NRRL1951 a concentracion 10 mM, 

30 pennitiendo el aislamiento de mutantes resistentes, que pueden tener 
mutaciones de p^rdida de funcidn en el gen sB (qu codifica para la permeasa 
de sulfato y selenato) o en el gen sC, Estas dos clases mutant s se distinguen, 
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por ejemplo, porque los mutantes sB" pueden crecer utilizando suifato de colina 
oomo unica fuente de azufre, mientras que los mutantes sC no lo hacen. Per 
ello. en la cepa receptora se seleccionaron mutantes resistentes 
espont^neamente al selenato. Una vez aislados y purificados los clones 
5 mutantes, se analizb su capacidad de crecimiento en diferentes compuestos 
como fuente de azufre para diagnosticar el gen inactivado en cada caso por la 
mutacion que conferia resistencia a selenato [H. N. Arst, Jr.(1968) Genetic 
analysis of the final steps of sulphate metabolism in Aspergillus nidulans. 
A/aft/re 21 9:268-270]. 

10 De esta manera se identificaron varios mutantes presumiblemente 

afectados en el gen sC. Se calculo la frecuencia de reversion de cinco de estos 
mutantes y se seleccionaron dos de ellos que revertlan con una frecuencia 
menor a 2x10'^. El gen funcional sC de P. chrysogenum presente en el 
pidsmido pINESI (Figura 1A) complementd las respectivas mutaciones 

15 presentes en estas estirpes, lo que sirvid para verificar que ambas eran 
mutantes sCT. De ellas se seieccion6 aquella que presentd una frecuencia de 
transfonnacion mas alta (45 transformantes por ^g de pINESI). El ailelo sC 
mutante de esta estirpe se denomino sC14, Esta estirpe (sC14), que se us6 
como receptora de transformacl6n, ha sido depositada en la CECT con el 

20 numero 20327. 

Tambien se utilize como marcador en la transfonnacion un gen 
quim6rico en el que el gen bacteriano ble de resistencia a fleomicina 
(antibibtico al que P. chrysogenum es sensible) se expresa bajo el control de 
secuencias promotoras de la transcripci6n procedentes del promoter gpdA de 

25 A, nidulans y del terminador del gen CYC1 de Saccharomyces cerevisiae. La 
utilizacion de este gen quimerico, que se comporta como un marcador 
dominante para la seleccion de transfomiantes en P chrysogenum ha sido 
descrita por Kolar [Kolar, M. et al. (1988) Transfonnation of Penicillium 
chrysogenum, using dominant selection markers and expression of an 

30 Escherichia coli lacZ fusion gene. Gene 62:127-134]. Experimentos previos (ver 
Ejemplos) pemiitieron establecer que una concentracion de 1 iag/ml de 
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fleomicina era la 6ptima para la selecci6n de transfbrmantes en la oepa 
silvestreNRRL1951. 



Preparacion de los pl^smidos transformantes, transfomnacion y 
5 seleccion do las cepas transgenicas 

Un gen Pc-pacC mutante (SEQ ID NO 2)que codifica para una proteina 
truncada de 481 amino^cidos (SEQ ID NO 3) se introdujo en los vectores 
pPhleo y pPcsC para dar lugar a los pl^snnidos recombinantes pPacC33(Phleo) 
y pPacC33(sC), respectivamente (Fig. 1B y 0). Este alelo Pc-pacC mutante se 
10 denomino pacC33 y (leva coniente arriba del ATG iniciador de traduccion, 1550 
pb de la regi6n promotora del gen Pc-pacC. El promotor del gen Pc-pacC es un 
promoter d§bil [Suarez T. y Penalva M.A. (1996) Characterization of a 
Penicillium chrysogenum gene encoding a PacC transcription factor and its 
binding sites in the divergent pcbAB-pcbC promoter of the penicillin biosynthetic 
15 cluster. MoLMicmbioL 20:529-540]. Como control se construy6 el plasmido 
pPacC(sC), que se diferencia de pPacC33(sC) en que Neva el un alelo Pc- 
pacC^ en lugar de pacC33 (ver Figura ID, mapa de los pl^smidos). 

Los pl^smidos se introdujeron por transformacion en P. chrysogenum 
NRRL1951 (pPacC33(Phleo)) o en su estirpe derivada mutante sC14 
20 (pPacC33(sC) y pPacC(sC)). Tras la seleccion y purificacion de los 
transfomi antes y el analisis de la situacion y numero de copias del plasmido 
integradas en el genoma mediante la tScnica de Southern, se seieccionaron los 
siguientes transfomiantes que se han depositado en la Colecci6n Espanola de 
Cultivos Tipo (CECT): TX5 (CECT 20328) es una estirpe de R chrysogenum 
25 con 3 copias de pPacC33(Phleo) integradas en tandem en una posicion 
indetenninada del genoma. TSC4 (CECT 20329) es una estirpe de P. 
chrysogenum con una unica copia de pPacC33(sC) integrada en el locus sC. 
TSC7 (CECT 20330) es una estirpe de P chrysogenum con una sola copia de 
pPacC33(sC) integrada en el locus pacC. TSC03 (CECT 20331) es una estirpe 
30 de P.chrysogenum con una sola copia de pPacC(sC) integrada en el locus 
pacC. Todas estas estirpes son morfologicamente indistinguibles de la cepa 
silvestreNRRL1951. 
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R sultado de ia aplicacidn de sta tecnol gia 

Las estirpes merodiploides TX5, TSC4 y TSC7 son hiperproductoras de 
penicilina G, en connparaci6n con la estirpe NRRL1951 y con su cepa mutante 
NRRL1951 sC14 receptora de los transgenes, con las que no mostraron 
5 diferencias de crecimiento o de variacidn del pH del medio de cultivo. La 
produccidn de penicilina y tasa de crecimiento de las cepas sC14 y su parental 
NRRL1951 fue muy similar, mostrando que la mutaci6n sC14 no afecta la 
produccl6n del antibi6tico (Figura 2). Utilizando sacarosa como fuente de 
carbono (que nonnalmente reprime la produccibn de penicilina G) las estirpes 
10 merodiploides alcanzaron, por ejempio, niveles al menos 5 veces superiores a 
los obtenidos de la cepa sC14 (ver descripcion detallada y Figura 3). La estirpe 
TSC03 (con dos copias del gen pacC silvestre). tambien es hiperproductora de 
penicilina con respecto a la cepa sC14, aunque en mucha menor medida que, 
por ejempio, la cepa TSC7 con una copia del gen silvestre y una segunda copia 
15 del alelo pacC33 (Figura 4). Estos resuftados validan los principtos utilizados en 
esta invenci6n de (i) disenar estirpes transgenicas con funcion pacC 
incrementada con objeto de sobreproducir penicilina y (ii) diseftar mutaciones 
de pacC que proporcionen ganancia de funcion y que se comporten como co- 
dominantes en merodiploides con una copia del gen pacC silvestre. 
20 Las cepas TX5, TSC4 y TSC7 son tambi6n sobreproductoras de 

penicilina en medio con lactosa, donde los niveles de producci6n son 
aproximadamente el doble de los obtenidos con sC14 o NRRL 1951 (Figura 5). 

El RNA de los distintos transformantes en diferentes dias de los cultivos 
de produccion de penicilina G se analizo por la tecnica de northern con sondas 
25 especificas para los genes estructurales pcbAB, que codifica para la ACV 
sintetasa, y pcbC, que codifica para la IPNS sintetasa, de la ruta de bioslntesis 
de penicilina. La cuantificacion con Phosphorimager de las senates de 
hibridacion de las membranas, pemiitid determinar los perfiles de transcripcion 
de estos genes en la cepa receptora sC14 cultivada en condiciones de inoculo 
30 y agitacion controladas. En esta cepa, los transcritos de estos genes se 
detectaron a partir del dia 3, con un nivel maximo en los dfas 5-6 tras la 
siembra. Como ejempio, la cepa transgenica TSC7 mostro reproduciblem nte, 
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un aumento de aproximadamente dos veces en el nivel maximo de 
transcripci6n de estos dos genes con respecto a la cepa sC14 (Fig. 6). 

En conclusion, la presente invencion describe un nuevo prooedimiento 
que pemnite incrementar la sintesis de penicilina mediante la manipulaci6n 
5 genetica de un gen regulador, pacC. Se presenta por primera vez una forma 
mutada de este gen en P. chrysogenum, denominada pacC33, que codifica una 
protefna con ganancia de funcldn y cuya secuencia (SEQ ID NO 2) fomia parte 
de la presente invencion. 

Esta informacion permite desarrollar otras formas mutadas, completas o 
10 parciales, tanto por sintesis de nuevas secuencias de ADN como por 
aislamiento e identificacion de formas naturales, de genes hom6logos en otros 
ascomicetos. que codifiquen nuevas proteinas con ganancia de funcion 
respecto a la protefna salvaje PacC, y fornian parte de la presente invencibn. 
El uso de promotores, para la expresion de estas formas mutadas, 
15 diferentes del propio promoter del gen pacC, bien sean promotores 
condicionales o constitutivos, es una variante evidente de esta invencion y 
forma parte de ella. 

Estos resultados demuestran que cepas transgenicas merodiploides 
para el gen pacC de P. chrysogenum que tienen un alelo silvestre y otro 
20 mutante de pacC, modificado de manera diriglda, son cepas sobreproductoras 
de penicilina y tienen niveles elevados de los transcritos de al menos dos 
genes implicados en la biosintesis de penicilina. 

El gen regulador pacC controla la sintesis de otros metabolites 
secundarios y de numerosas enzimas extracelulares. El uso de esta tecnologia 
25 para la construccion de estirpes transgenicas de P. chrysogenum utilizando la 
estrategia aqui descrita (o variantes de ella) para modificar en sentido positive 
o negative la funcion pacC con el objeto de incrementar la sintesis de 
metabolites y enzimas extracelulares de utilidad o de prevenir la de metabolites 
indeseables, como las aflatoxinas, queda cubierta por esta solicitud. 
30 La transferencia de la tecnologia descrita en esta solicitud a otros 

hongos de interes industrial como, por ejempio, Aspergillus nigero Thricoderma 
resseies evidente y queda cubierta por esta solicitud. 
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La transferencia de esta tecnologfa a otros genes reguladores de 
ascomicetos con objeto de incrementar la sfntesis de metabolites y enzimas 
extracelulares de utilldad o de prevenir la de metabolitos indeseables queda 
asimismo cubierta por esta solicitud. 

5 

EJEMPLOS 

Ejempio 1.-Obtenci6n de cepas mutantes en el gen que codifica la ATP- 
sulfurilasa. 

La cepa silvestre de P. chrysogenum NRRL1951 se obtuvo del CBS 

10 (Holanda). Con el objeto de seleccionar mutantes resistentes a! selenato, se 
plaquearon 1,5 x 10^ esporas de esta cepa en 30 placas de medio minimo 
[Cove. D. J. (1966) The induction and repression of nitrate reductase in the 
fungus Aspergillus nidulans. BiochimBiophysActa 113:51-561 con 10 ^nM de 
selenato sodico y 10 ^ig/ml de D-metionina y 1% de glucosa y 10 mM de 

15 tartrate amonico. como fuente de carbono y nitr6geno, respectivamente. Los 
mutantes resistentes al selenato aparecieron con una frecuencia de 1,5 x 10"^ 
esporas. Una vez purificados. el fenotipo de los mutantes se comprob6 
mediante tests de crecimiento. 

Los mutantes resistentes al selenato pueden mapear, al menos, en dos 

20 genes estructurales, sC (ATP-sulfurilasa) y sB (pemneasa de sulfate). Los 
mutantes en el gen sC no crecen en un medio con sulfato de colina como 
fuente de S, compuesto que si es capaz de suplementar la deficiencia en la 
permeasa, ya que entra en la c^iula por una permeasa altemativa a la del 
sulfato/seienato. De esta manera se identificaron 7 mutantes sC putativos. Con 

25 el objeto de verificar cuales de ellos eran definitivamente mutantes sC, se 
procedio a probar mediante transformacion con el plasmido pINESI (Fig. 1 A) si 
las mutaciones eran complementables por el gen sC funcional de P. 
chrysogenum, mediante seleccion de los transfomnantes en medio con sulfato 
como unica fuente de S. Tras estos experimentos se selecciono el mutante, 

30 sC14, ya que present6 la mas alta frecuencia de transformaci6n con pINESI 
(45 transformantes capaces de utilizar sulfato /^g de plasmido). 
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EJ mpl 2.- D t8rminaci6n de la nsibilidad d P. chrys genum NRRL 
1951 a la fleomicina. 

Con el objeto de determinar la sensibilidad a fleomicina de la cepa 
NRRL1951, se realizaron experimentos con protoplastos en places de medio 
de regeneracion. en las condiciones de seleccion de los transfomriantes. Los 
protoplastos se obtuvieron tras incubar micelio crecido durante 20 h a 25^C en 
medio minimo (Cove, 1966), con 30 mg de Novozyma por gramo de micelio 
(peso escurrido) durante 2 h a 25^ en una soluci6n 0.9 M KCI, 10 mM tampon 
fosfato pH 5.8. Los protoplastos se agitaron brevemente en el v6rtex, y se 
centrifugaron a 3000g, de tal modo que los protoplastos sedimentaron encima 
del micelio no digerido, del que se distinguen por su color blanquecino. 10^ 
protoplastos viables de NRRL1951 se extendieron en placas de medio de 
regeneracibn de protoplastos (medio minimo de Cove estabilizado 
osm6ticamente con 1M sorbitol y 0,1 M sacarosa) que contenian 0,05; 0,1; 0,5; 
1; 5; 10; 20; 40 y 50 iig/ml de fleomicina (Cayla, Francia). A concentraciones 
superiores a 0.5 jig/ml no se observo crecimiento de colonias despues de 10 
dies de incubacion a 25°. Por ello se ha utilizado rutinariamente la 
concentraci6n de 1 ^g/ml de fleomicina en los experimentos de transformacion 
en los que se ha usado la selecci6n basada en este antibibtico. 
Ejempio 3.-Plasmldos utilizados en ia transformacion de NRRL 1951 

El plasmido pINESI (Figura 1A), de donde se obtuvo el gen sC de P. 
chrysogenum, es un derivado de pBR322 que incluye un fragmento EcoRI- 
EcoRW de 1,5 kb con el gen pyr4 de Neurospora crassa y un fragmento de 6,1 
kb EcoRW'Sall de DNA gen6mico de P. chrysogenum que contiene el gen sC. 
Se construyeron diferentes pidsmidos que llevan un alelo silvestre o un alelo 
mutante pacC33 del gen pacC de P. chrysogenum. La presencia de un sitio de 
corte de Kpn\ en una posicion del gen de P. chrysogenum similar a aquella en 
la que se encuentra el triplete de terminacion de traduccion resultante de la 
mutacion pacC^14 en A. nidulans pemiitid crear una protefna truncada en el 
residuo 477, con 4 residues adicionales en su carboxilo temiinal antes de llegar 
a un codon de terminacion de traduccion (SEQ ID NO 2 y 3). 
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El pl^ismido pPacC33(Phleo) (Figura 1B) se construyb utilizando como 
base pBluescript II SK*. Este vector se digirid con EcoRI y Kpnl y se le insert6 
mediante t6cnicas convencionales de ingenieria gendtica un fragmento EcoRI- 
Kpn\ de DNA gendmico de P. chrysogenum NRRL 1951 de 3037 pb que 
5 incluye 1553 bp del promotor de Pc-pacC y la regi6n de codificante de Pc-pacC 
hasta el codon 477 inclusive, para dar lugar al plasmido pPacC33. El alelo 
mutante resultante (denominado pacC33, SEQ ID NO 2) codifica para la 
proteina PacC truncada descrita en SEQ ID NO 3. En este pl^ismido se 
introdujo un gen quimSrico consistente en el gen ble de E. coli bajo el control de 

10 senales promotoras y terminadoras fungicas, que se obtuvo del plasmido 
pHS103 descrito por Kolar [Kolar, M. et al (1988) Transfonnation of Penicillium 
chrysogenum using dominant selection markers and expression of an 
Escherichia coli lacZ fusion gene. Gene 62:127-134] como un fragmento 
EcoRI-/7//7cflll de 2,8 kb, cuyos extremes cohesivos se rellenaron con la DNA 

15 polimerasa de T4 para proceder a su insercion en el sitio unico BamH/. 
convertido tambi6n en romo por el mismo metodo. 

El pidsmido pPacC33(sC) (Figura 1C), se construy6 de manera an^loga 
a pPacC33(Phleo), salvo que en este case se inserto en el sitio BamHI, en 
lugar del gen de resistencia a fleomicina. un gen sC funcional. que se obtuvo 

20 de pINES como un fragmento Bg/ll de 4,3 kb (Figura 1A). El plasmido 
pPacC(sC) (Figura ID) es un derivado de pBS-SK+, en el que se introdujo en 
primer lugar un fragmento EcoR\-Sal\ de 7,5 kb, que contiene el alelo silvestre 
del gen pacC con el mismo fragmento del promotor presente en los pidsmidos 
pPacC33(Phleo) y pPacC33(sC). Posteriormente, el fragmento de DNA que 

25 contiene el gen sC se introdujo de igual manera que en pPacC33(sC). 
Ejempio 4.-Transformaci6n de la cepa NRRL1951 de P. chrysogertum 

La transformacion de Penicillium se Ilev6 a cabo siguiendo el protocolo 
descrito para A. nidulans [Tilbum, J. et aL (1983) Transformation by integration 
in Aspergillus nidulans. Gene 26:205-211] con ligeras modificacion s. Los 

30 protoplastos se obtuvieron como se describe en el ejempio 2. Los protoplastos 
se resuspendieron en STC (sorbitol 1 M, 10 mM Tris HCI pH 7,5, 10 mM 
CaCl2). se lavaron dos veces en este tampon y se resuspendieron a una 
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concentraci6n de 1-2 x 10^ protoplastos en 200 ^1 de STC. A cada allcuota se 
le anadieron 5 de pidsmido circular (en un voliimen inferior a 20 ^1) y 20 ^1 
de PEG 6000 50% (v/v) en STC, y las mezclas se incubaron durante 20 min en 
hielo. Despues se afiadi6 1 ml de PEG a cada tube y se incubb durante 5 min a 
5 25°, se afiadio 1 ml de STC, se mezcio suavemente y se centrifug6 5 min a 
12000 rpm. Los protoplastos se resuspendieron suavemente en 500 ^1 de STC 
y se sedimentaron por centrifugacion. Finalmente se resuspendieron en 200 ^1 
de STC, y se extendieron sobre placas de medio estabilizado osmdticamente 
(medio minimo de Cove [Cove, D. J. (1966) The induction and repression of 

10 nitrate reductase in the fungus Aspergillus nidulans, BiochimBiophysActa 
113:51-56] con 0,1 M sacarosa y 1 M sorbitol), tras mezclarlos con 3 ml del 
mismo medio con un 0,25% (p/v) de agar. Para la seleccibn basada en la 
resistencia a fleomtcina, se incluy6 el antibiotico en el medio de regeneracion a 
una concentracion de 1 ^g/ml. Para la seleccion basada en sC, se utilizo medio 

15 minimo normal, que contiene sulfato como unica fuente de azufre. Las placas 
se incubaron a 25°C. Las colonias capaces de crecer en los medios selectivos 
aparecieron a los 6-7 dias y se purificaron en medio selective sin estabilizador 
mediante el aislamiento de colonias individuates crecidas a partir de 
conidiosporas. 

20 Ejempio 5.-Caracterizaci6n nfiofecular de los transformantes 

Los transfonnantes purificados se crecieron para obtener micelio, del 
que se extrajo el DNA siguiendo el m6todo de P6rez-Esteban [P6rez Esteban, 
B. et al. (1993) Molecular characterization of a fungal secondary metabolism 
promoter: transcription of the Aspergillus nidulans isopenicillin N synthetase 

25 gene is modulated by upstream negative elements. Mol. Microbiol, 9:881-895]. 
Este DNA se digirid con las enzimas EcoRI o Xba\ para determinar el numero 
de copias del plasmido y su lugar de integracion en el genoma. Los DNAs 
digeridos se cargaron en geles del 0,7% de agarosa para separar los 
fragmentos de restriccibn, que se transfirieron a una membrana de 

30 nitrocelulosa. Esta membrana se incubo 2 h a 80° para fijar el DNA. 
Posterionnente, se pre-hibrido durante 2 h a 42°, en 50% fomnamida. 5X 
solucion de Denhart, 5X SSC y 0,1% de SDS con 50 ^g/ml de DNA 
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monocatenaiio de esperma de salm6n sonicado, tras lo cual se aHadieron 50 
ng de la sonda correspondiente: bien el fragmento EcoRI-H/ncflil de 2,8 kb que 
contiene el gen ble, bien el fragmento Bg/ll de 4.3 kb que contlene el gen sC o 
bien un fragmento HindlW-Kpnl de 1,3 kb de DNA gen6mico de P. chrysogenum 
5 perteneciente a! gen pacC, en todos los casos marcados radiactivamente. La 
hibridaci6n se Ilev6 a cabo durante 18 h a 42°. El lavado final de los filtros se 
realize durante 15 min a 65°C en 0.2X SSC, 0,1% SDS. Los filtros se 
expusieron a pelicula autorradiogr^fica o en Phosphorimager para la deteccidn 
de la radiactividad. 

10 Para el anSlisis de los transformantes se emplearon digestiones con 

Xba\ (Figuras 7 y 8). La sonda del gen pacC revelo en la cepa silvestre sC14 
una banda Xbal de 4 kb que se transfonna en dos nuevas bandas de 6 y 8,3 kb 
en el transformante TSC7 (en el que el pl^smido PacC33(sC) estdi integrado en 
el locus pacC, Figuras 7A y 8A). La sonda del gen sC revelo en la cepa 

15 silvestre sC14 una banda de 7 kb que se convierte en dos bandas de 6,5 y 10.8 
kb en el transfomiante TSC4 (pPacC33(sC) integrado en el locus sC, Figuras 
7B y 8B ). El transfomiante TX5, obtenido con el plasmido pPacC33(Phleo). 
presenta. con la sonda del gen pacC, una banda de 4 kb, otra banda de 10-11 
kb y otra banda de cerca de 9 kb (Figuras 7C y 8C). Esta ultima banda es 3 

20 veces mas intensa que la banda procedente del gen pacC residente y su 
movilidad se corresponde con el tamano del plasmido, por lo que se consider© 
que el merodiploide TX5 es un transformante con 3 copias integradas en 
tandem en una posicion no determinada del genoma (Figura 8C). En un 
an^lisis similar, el transformante TSC03 (Figuras 7D y 8D) presenta, con la 

25 sonda pacC, la misma banda Xba\ de 4 kb que aparece en cepa sC14 y un 
nuevo fragmento de 8,3 kb (un fragmento interne del inserto pacC de - 2,2 kb y 
las secuencias del vector no se detectan en esta hibridacion, ver Figura 8D). 
Ejempio 6.- Produccion de penicilina en sacarosa como fuente de carbono 
Los transfomiantes seleccionados, junto con las cepas control NRRL 

30 1951 0 su derivado sC14 se crecieron a 25°C con fuerte agitacion en medio de 
produccion de penicilina (medio de Cove suplementado con 2.5% (p/v) de 
solidos de corn steep y 0,12% (p/v) de fenilacetato s6dico, y 3% de sacarosa o 
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3% lactosa (ambas p/v) cx)mo principal fuente de carbono). En todos los casos 
se inocul6 a partir de una suspensi6n de conidiosporas, a una concentraci6n 
inicial de 1-2 x 10® esporas/ml, utilizdndose matraces de 500 ml con 100 ml de 
medio. Se tomaron muestras de medio a diferentes tiempos despu6s del 
5 inoculo. en las que se midid la cantidad de penicilina producida utilizando un 
bioensayo con Serratia marcescens. Para ello, se excavaron pocillos de 1 cm 
de diametro en Medio Antibi6tico-1 (DIFCO) s6lido que inclufa una suspensibn 
diluida de la bacteria (a una D.0^°° de 0,0075). En estos pocillos se colocaron 
100 ^1 de una dilucion apropiada de los sobrenadantes. Las placas se 
10 incubaron durante 20 h a 37^ tras lo cual se midid el halo de inhibicion de 
crecimiento bacteriano y se calculo la cantidad de penicilina mediante 
comparacidn con los halos producidos por distintas diluciones de una solucion 
estandard de penicilina G sodica. 

La Figura 2 muestra que el nivel de producci6n de penicilina de la cepa 
15 sC14 es muy similar al de la cepa NRRL 1951 de la que precede, indicando 
que la mutacion no afecta la produccion de antibi6tico. En medio con sacarosa 
o lactosa como fuente principal de carbono, el crecimiento de las distintas 
estirpes fue muy similar en cuanto a medida de biomasa y evolucion del pH 
extracelular. Sin embargo, las estirpes transgenicas TX5, TSC4 y TSC7 
20 reproduciblemente produjeron niveles sensiblemente m^s altos de penicilina 
que la estirpe parental sC14, tanto con sacarosa (Figura 3), como con lactosa 
(Figura 5). En el primer case, el incremento de produccion fue de 4-5 veces 
aproximadamente, mientras que, en lactosa, los niveles de producci6n fueron 
aproximadamente dos veces los obtenidos con sC14 o NRRL 1951 (Figura 5). 
25 La estirpe merodiploide TSC03 (con dos copias del gen pacC silvestre) tiene un 
crecimiento similar a sC14 (ver la evolucibn del pH extracelular en la figura 4A) 
y tambien es hiperproductora de penicilina con respecto a la cepa sC14 (Figura 
4B), aunque en mucha menor medida que las cepas TX5, TSC4 y TSC7, que 
tienen, adem^s de una copia del gen silvestre, una o mds copias del alelo 
30 pacC33 (ver Figura 4B para la comparacion de los niveles de produccion de 
penicilina de TSC03 con los de TSC7 en sacarosa). 
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Ejempio 7.- An^li is transcripci nal de i s merodiploid s 

De cultivos de produccidn de penicilina, se cosecharon muestras de 
micelio a lo largo del tiempo (desde el dia 2 al dia 10). De estos miceiios, se 
extrajo el RNA mediante el m6todo de Lockington [Lockington, R. A.et al (1985) 
Cloning and characterisation of the ethanol utilisation regulon in Aspergillus 
nidulans. Gene 33:137-149] y se cargaron 10 \xg de cada muestra en geles de 
agarosa del 1,2% con un 18% de formaldehido en tampon MOPS (40 mM 
MOPS pH 7,2; 10 mM acetato s6dico; 0,5 mM EDTA). Los RNAs se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa, que se secaron a 80°C para fijar el 
RNA. Estas membranas fueron hibridadas con sondas que pemniti'an detectar 
los siguientes genes: pacC (fragmento intemo HindlW-Kpnl de 1.3 kb); pcbC 
(fragmento interne Ncol-BamHl de 0,9 kb); pcbAB (fragmento EcoRI de 2.4 kb) 
y el fragmento de 955 bp Ncol-Kpnl del gen acnA de A, nidulans, que codifica 
para la actina, y que se empleb como control de homogeneidad de carga entre 
las distintas muestras. Las condiciones de hibridacion fueron identicas a las 
descritas en el ejempio 5, salvo que la cantidad de sonda anadida fue de 100 
ng. El lavado final se realiz6 en el mismo tampon, pero a 42°C. En todos los 
experimentos de northern se incluy6 en el gel un carril con 10 ^ig de mRNA 
obtenido a partir de un micelio de la cepa sC14 crecida durante 39 h en medio 
de produccion de penicilina con 3% de lactose. Todas las membranas de 
nitrocelulosa, despuds de los lavados, se expusieron durante 15-18 h a una 
pantalla de Phosphorlmager, sensible a la emisibn p del P^^. Dichas pantallas 
se leyeron posteriomiente en un Phosphorlmager (Molecular Dynamics) y se 
cuantificaron las senates de hibridacidn empleando el software ImageQuant de 
la misma casa comerclal. Adem^s de hibridar las membranas con sondas que 
permiten revelar los transcritos problema, todas las membranas se hibridaron 
con una sonda que revela el mRNA de la actina. Las cuantificaciones de las 
bandas reveladas con las sondas pcbC, pcbAB y pacC, se nomnalizaron frente 
a la intensidad obtenida en la banda de la actina en cada carril. Todos estos 
cocientes para un gen dado de una misma membrana se nomnalizaron al valor 
del carril comun (muestra de RNA de micelio de la estirpe sC14 crecida en 
lactosa durante 39 h), con el objeto de poder comparar medidas de intensidad 
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de diferentes membranas. Estas medidas. con su desviaci6n estcindar, son las 
que aparecen en la figura 6. para los RNA mensajeros de pcbAB y pcbC, 

FIGURAS 

5 Figura 1.- Mapas esquematicos de restricclon de los plasmidos 
empleados en la consto*ucci6n de las cepas merodiplofdes de P. 
chrysogenum. A) plasmido pINES; B) pl^smido pPacC33(Phleo); C) pl^smido 
pPacC33(sC); y D) plasmido pPacC(sC), Los diferentes genes esten indicados 
con las siguientes tramas: negro, gen pyr4 de A/, crassa] caja vacfa, regi6n del 

10 gen sC de P. chrysogenum (la flecha indica la posici6n aproximada del gen y la 
direccibn de transcripcidn); caja rayada, gen de resistencia a fleomicina. con el 
gen ble de E. coli rayado vertical y el promoter y tenninador de transcripci6n 
indicados con rayado inclinado; finalmente, la caja gris indica la regidn del gen 
pacC de P. chrysogenum, con la posicion, tanto del alelo silvestre como del 

15 mutante, indicada con una flecha. 

Figura 2.- Crecimiento y produccion de penicilina de las cepas de 
P.chrysogenum NRRL1951 y sC14. Se representan las medidas de 
produccion de penicilina, pH y peso seco en cultivos de las cepas NRRL1951 y 
sC14 realizados en medio de produccion de penicilina con 3% de sacarosa (A) 
20 0 lactosa (B), como principal fuente de carbono. 

Figura 3.- Crecimiento y produccion de penicilina de las cepas 
transgenicas pacC*/pacC33. Medidas de la produccion de penicilina y la tasa 
de crecimiento (pH y peso seco) en cultivos de las estirpes transg6nicas TX5, 
TSC4 y TSC7, merodiploides pacCVpacCSS, en comparaci6n con la estirpe 
25 parental sC14. Los cultivos se realizaron en medio de produccidn de penicilina 
con sacarosa como principal fuente de carbono. 

Figura 4 - Crecimiento y produccidn de penicilina de la cepa transgenica 
pacCypacC*. Medida de la tasa de crecimiento (pH extracelular. A) y de la 
produccibn de penicilina (B) de la estirpe transgenica TSC03, merodiploide 
30 pacCy pacC^, en comparacion con la estirpe parental sC14. Los cultivos se 
realizaron en medio de produccion de penicilina con sacarosa como principal 
fuente de carbono. En el panel B. se observe tambi^n la diferencia en la 
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produccidn d penicilina entre el merodiploid pacC*/pacC^ (TSC03) y un 
merodiploide pacCVpacC33 {TSC7). 

Figura 5.- Producci6n de penicilina en medio con lactosa. Medida de la 
producci6n de penicilina en lactosa de las cepas merodiploides pacC*/pacC33, 
5 TSC4, TSC7 y TX5, en comparacion con la estirpe parental sC14. 

Figura 6.- Cuantificacion de los niveles de mRNA de pcbC y pcbAB en las 
cepas sc14 y TSC7. Las medidas estan expresadas en unidades arbitrarias 
(UA). En abcisas se indica el tiempo de cultivo. Los datos son media de tres 
experimentos y las barras de error indican la desviaci6n est^ndar. 
10 Figura 7.- Andlisis per el mdtodo de Southern de las cepas merodiploides 
de P. chrysogenum. Las muestras de DNA de las distintas estirpes fueron 
digeridas con XbaL La sonda utilizada fue un fragmento del gen pacC (A, C y 
D) 0 del gen sC (B). Las flechas senalan las bandas de hibridaci6n obtenidas 
con los merodiploides y la estirpe receptora, segun se indica en el texto. 

15 Figura 8.- Esquema griifico de los sucesos de recombinacion de los 
plasmidos. La interpretacion gr^fica de las bandas reveladas en el southem de 
la figura 7, se representa aqui para las cepas sc14 (tipo silvestre), TSC7 (A), 
TSC4 (B), TX5 (C) y TSC03 (D). El genoma del hongo esta indicado por la 
Ifnea fina continua. La caja con rayas gruesas representa el gen sC (versiones 

20 silvestre o mutante, sc14) y la flecha blanca indica la direccion de 
transcripcion. Los genes pacC^ o pacCfSS est&n representados por una caja 
blanca con una flecha intema (que indica la direccion de transcripcion). El gen 
de resistencia a fleomicina esta indicado por una caja con rayas finas y las 
secuencias plasmfdicas, por una Ifnea continua gruesa. En el transformante 

25 TX5 no es posible detemiinar el lugar del suceso de integracion, y se indica la 
repetici6n de tres copias del plasmido transfonnante. Las lineas de cotas 
muestran los tamafios (en kb) de los fragmentos senalados en la hibridacion de 
la Figura 7. 
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REIVINDICACIONES 

1. - Procedimiento de obtencidn de estirpes transg6nicas de hongos 
filamentosos caracterizado porque: 

5 a) las estirpes transgenicas son merodiploides para un gen regulador, 

b) esta basado en la transfomiaci6n de dichas estirpes con un plasmido 
integrativo que incluye una secuencia de nucledtidos correspondiente a un 
alelo silvestre 6 mutante dominante o codominante de dicho gen regulador, y 
porque 

10 c) estas estirpes presentan nuevas capacidades de p§rdida o ganancia de 
funcion en la produccion de metabolitos o enzimas extracelulares. 

2. - Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque se produce 
una ganancia de funci6n del gen regulador. 

3. - Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque se produce 
15 una perdida de funcion del gen regulador. 

4. - Procedimiento segun una cualqutera de las reivindicaciones 1 a la 3 
caracterizado porque se incrementa la produccion de un metabolite secundario. 

5. - Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 4 
caracterizado porque el citado metabolite secundario es una penicilina o 

20 cualquier otro antibiotico beta-lactamico producido por hongos filamentosos. 

6. - Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 5 
caracterizado porque la secuencia de nucle6tidos puede ser una versi6n 
genomica o de ADNc del gen regulador, obtenida por sintesis o por seleccion. 

7. - Una estirpe transgenica merodiploide obtenida por un procedimiento segun 
25 una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 6 donde el hongo filamentoso 

pertenece al grupo de ascomicetos de interns economico o medico, aunque sin 
limitarse a estos, como son Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger, 
Aspergillus nidulans, Thricoderma ressei y Candida albicans, 

8. - Secuencia de nucleotidos segun la reivindicacion 1 caracterizada porque 
30 representa un alelo del gen regulador pacC de Penicillium chrysogenum y 

codifica para una protei'na mutante con ganancia de funcion. 
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9. - Secuencia de nuci 6tidos segun la reivindicaci6n 1 caracterizada porque 
representa un alelo del gen regulador pacC de Penicillium chrysogenum y 
codifica para una protefna mutante con perdida de funci6n. 

10. - Secuencia de nucle6tidos segun la retvindicacidn 8 caracterizada porque 
5 est^i constituida por la SEQ ID NO 2 y porque es el alelo pacC33 del gen 

regulador pacC, 

11. Secuencia de nucleotidos caracterizada porque presenta una identidad de 
a! menos un 30% con la secuencia segun una cualquiera de las 
reivindlcaciones 8 a la 10. 

10 12.- Plasmido segun la reivindicaci6n 1 caracterizado porque contiene una 
secuencia de nucleotidos segun una cualquiera de las reivindlcaciones 8 a la 
11 y todos los elementos necesarios para promover la expresion del gen 
regulador correspondiente a dicha secuencia. 

13. - Plasmido segun la reivindicacion 12 caracterizado porque el marcador 
1 5 selective es el gen sC de P. chrysogenum, 

14. - Plasmido segiin la reivindicaci6n 12 caracterizado porque el marcador 
selective es el gen sC de otros PenicilHa, A. nidulans y otros Aspergilli y otros 
ascomicetos filamentosos o levaduriformes. 

15. Plasmido segun la reivindicaci6n 12 caracterizado porque presenta los 
20 rasgos identificativos del plasmido pPacC33. 

16. Plasmido segun la reivindicacion 12 caracterizado porque presenta los 
rasgos identificativos de pPacC33(sC). 

17. Plasmido segun la reivindicacion 12 caracterizado porque presenta los 
rasgos identificativos de pPacC33(Phleo) de la presente invencion. 

25 18.- Plasmido segun la reivindicaci6n 12 caracterizado porque incluye una 
secuencia de nucle6tidos que codifica para cualquier alelo de ganancia o 
perdida de funcion del gen pacC de P. chrysogenum, 

19.- Plasmido segun la reivindicacidn 12 caracterizado porque incluye la 
secuencia de nucleotidos que codifica para cualquier alelo de ganancia o 
30 perdida de funcion del gen regulador pacC de otros Penicillia, otros Aspergilli y 
otros ascomicetos filamentosos o levaduriformes. 



wo 01/42426 



PCT/ESOO/00464 



21 

20. - PIdsmido segun la reivindicaci6n 1 caracterizado porque contiene ia 
secuencia de nucle6tidos de la forma silvestre del gen regulador pacC de P. 
chrysogenum. 

21. - Plasmido segOn la reivindicacibn , 20 caracterizado per los rasgos 
5 identificativos del plasmido pPacC(sC). 

22. - Plasmido segiin la reivlndicaci6n 1 caracterizado porque contiene la 
secuencia de nucledtidos de la forma salvaje del gen regulador pacC de otros 
Penicillia, otros Aspergilli y otros ascomicetos filamentosos o levaduriformes. 

23. - Estirpe transgenica merodiploide segun la reivindicacidn 7 caracterizada 
10 porque contiene un plasmido que incluye un alelo silvestre 6 mutante del gen 

regulador pacC, 

24- Estirpe transgenica merodiploide segun la reivindicacion 23 caracterizada 
porque el alelo mutante del gen pacC es de ganancia de funci6n. 

25. - Estirpe transgenica merodiploide segun la reivindicacion 23 caracterizada 
1 5 porque el alelo mutante del gen pacC es de perdida de funci6n. 

26. - Estirpe merodiploide transgenica segun una cualquiera de las 
reivindicaciones 7 y 23 a la 25 caracterizada por contener un plasmido segun 
una cualquiera de las reivindicaciones 12 a la 22. 

27. - Estirpes merodiploides transg^nicas segun la reivindicacion 26 
20 caracterizadas porque presentan los rasgos identificativos de las cepas de P. 

chrysogenum registradas en la CECT con los numeros 20328, 20329, 20330, y 
20331. 

28-- Uso de las estirpes merodiploides transgenicas segun la reivindicacion 7 
para la produccion de metabolites y proteinas extracelulares de interes 
25 industrial. 

29 - Use de las estirpes transgenicas segun una cualquiera de las 
reivindicaciones 23 a la 27 para la producci6n de penicilina. 
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LISTA D£ SECUENCIAS 

<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS 

<120> NUEVO GEN REGULADOR DE LA PRODUCCION DE PENICILINA 

<130> Secuencia de PacC 

<140> 
<141> 

<160> 3 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 641 
<212> PRT 

<213> Penicillium chrysogeniim 
<400> 1 

Met Thr Glu Asn His Thr Pro Ser Thr Thr Gin Pro Thr Leu Pro Ala 
15 10 15 

Pro Val Ala Glu Ala Ala Pro He Gin Ala Asn Pro Ala Pro Ser Ala 
20 25 30 

Ser Val Thr Ala Thr Ala Ala Thr Ala Ala Val Asn Asn Ala Pro Ser 
35 40 45 

Met Asn Gly Ala Gly Glu Gin Leu Pro Cys Gin Trp Val Gly Cys Thr 
50 55 60 

Glu Lys Ser Pro Thr Ala Glu Ser Leu Tyr Glu His Val Cys Glu Arg 
65 70 75 80 
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His Val Gly Arg Lya Ser Thr Asn Asn Leu Asn Leu Thr Cys Gin Trp 

85 90 95 

Gly Thr Cys Asn Thr Thr Thr Val Lys Arg Asp His lie Thr Ser His 
5 100 105 110 

lie Arg Val His Val Pro Leu Lys Pro His Lys Cys Asp Phe Cys Gly 
115 120 125 

10 Lys Ala Phe Lys Arg Pro Gin Asp Leu Lys Lys His Val Lys Thr His 
130 135 140 

Ala Asp Asp Ser Glu He Arg Ser Pro Glu Pro Gly Met Lys His Pro 
145 150 155 160 

15 

Asp Met Met Phe Pro Gin Asn Pro Arg Gly Ser Pro Ala Ala Thr His 
165 170 175 

Tyr Phe Glu Ser Pro He Asn Gly He Asn Gly Gin Tyr Ser His Ala 
20 180 185 190 

Pro Pro Pro Gin Tyr Tyr Gin Pro His Pro Pro Pro Gin Ala Pro Asn 
195 200 205 

25 Pro His Ser Tyr Gly Asn Leu Tyr Tyr Ala Leu Ser Gin Gly Gin Glu 
210 215 220 

Gly Gly His Pro Tyr Asp Arg Lys Arg Gly Tyr Asp Ala Leu Asn Glu 
225 230 235 240 

30 

Phe Phe Gly Asp Leu Lys Arg Arg Gin Phe Asp Pro Asn Ser Tyr Ala 
245 250 255 



Ala Val Gly Gin Arg Leu Leu Gly Leu Gin Ala Leu Gin Leu Pro Phe 
35 260 265 270 
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Leu Ser Gly Pro Ala Pro Glu Tyr Gin Gin Met Pro Ala Pro Val Ala 
275 280 285 

Val Gly Gly Gly Gly Gly Gly Tyr Gly Gly Gly Ala Pro Gin Pro Pro 
5 290 295 300 

Gly Tyr His Leu Pro Pro Met Ser Asn Val Arg Thr Lys Asn Asp Leu 
305 310 315 320 

10 lie Asn He Asp Gin Phe Leu Glu Gin Met Gin Asn Thr He Tyr Glu 

325 330 335 

Ser Asp Glu Asn Val Ala Ala Ala Gly Val Ala Gin Pro Gly Ala His 
340 345 350 

15 

Tyr Val His Gly Gly Met Asn His Arg Thr Thr His Ser Pro Pro Thr 
355 360 365 

His Ser Arg Gin Ala Thr Leu Leu Gin Leu Pro Ser Ala Pro Met Ala 
20 370 375 380 

Ala Ala Thr Ala His Ser Pro Ser Val Gly Thr Pro Ala Leu Thr Pro 
385 390 395 400 

25 Pro Ser Ser Ala Gin Ser Tyr Thr Ser Asn Arg Ser Pro He Ser Leu 

405 410 415 

His Ser Ser Arg Val Ser Pro Pro His Glu Glu Ala Ala Pro Gly Met 
420 425 430 

30 

Tyr Pro Arg Leu Pro Ala Ala He Cys Ala Asp Ser Met Thr Ala Gly 
435 440 445 



Tyr Pro Thr Ala Ser Gly Ala Ala Pro Pro Ser Thr Leu Ser Gly Ala 
35 450 455 460 
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Tyr Asp His Asp Asp Arg Arg Arg Tyr Thr Gly Gly Thr Leu Gin Arg 
465 470 475 480 

Ala Arg Pro Ala Glu Arg Ala Ala Thr Glu Asp Arg Met Asp lie Ser 
5 485 490 495 

Gin Asp Ser Lys His Asp Gly Glu Arg Thr Pro Lys Ala Met His lie 
500 505 510 

10 Ser Ala Ser Leu lie Asp Pro Ala Leu Ser Gly Thr Ser Ser Asp Pro 
515 520 525 

Glu Gin Glu Ser Ala Lys Arg Thr Ala Ala Thr Ala Thr Glu Val Ala 
530 535 540 

15 

Glu Arg Asp Val Asn Val Ala Trp Val Glu Lys Val Arg Leu Leu Glu 
545 550 555 560 

Asn Leu Arg Arg Leu Val Ser Gly Leu Leu Glu Ala Gly Ser Leu Thr 
20 565 570 575 

Pro Glu Tyr Gly Val Gin Thr Ser Ser Ala Ser Pro Thr Pro Gly Leu 
580 585 590 

25 Asp Ala Met Glu Gly Val Glu Thr Ala Ser Val Arg Ala Ala Ser Glu 
595 600 605 

Gin Ala Arg Glu Glu Pro Lys Ser Glu Ser Glu Gly Val Phe Tyr Pro 
610 615 620 

30 

Thr Leu Arg Gly Val Asp Glu Asp Glu Asp Gly Asp Ser Lys Met Pro 
625 630 635 640 



Glu 

35 

<210> 2 
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5 

<211> 1446 
<212> ADN 

<213> Penicilliiom chrysogenum 

5 <220> 

<221> CDS 

<222> (1) . • (1446) 

<400> 2 

10 atg acg gag aac cac acc cct tct act acg cag ccg acg ttg cct gcg 
48 

Met Thr Glu Asn His Thr Pro Ser Thr Thr Gin Pro Thr Leu Pro Ala 
1 5 10 15 

15 cct gtt get gaa gcc gcg ccg ate caa gea aae ccg get cct tct gee 
96 

Pro Val Ala Glu Ala Ala Pro He Gin Ala Asn Pro Ala Pro Ser Ala 
20 25 30 

20 tea gtc acg gcg act get get act gcg geg gtg aac aae gcc cec tet 
144 

Ser Val Thr Ala Thr Ala Ala Thr Ala Ala Val Asn Asn Ala Pro Ser 
35 40 45 

25 atg aac ggc gcc ggt gag cag ttg cct tgc cag tgg gtt ggt tge acg 
192 

Met Asn Gly Ala Gly Glu Gin Leu Pro Cys Gin Trp Val Gly Cys Thr 

50 55 60 

30 gag aag tec cec act gcc gag tct eta tat gag eat gtt tgc gag egt 
240 

Glu Lys Ser Pro Thr Ala Glu Ser Leu Tyr Glu His Val Cys Glu Arg 

65 70 75 80 

35 cat gtt gga egt aaa age acc aac aac etc aac etg ace tge cag tgg 
288 
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His Val Gly Arg Lys Ser Thr Asn Asn Leu Asn Leu Thr Cys Gin Trp 
85 90 95 

ggc act tgc aac acc aca aca gtc aag cgt gat cat ate acc tec cac 
336 

Gly Thr Cys Asn Thr Thr Thr Val Lys Arg Asp His lie Thr Ser His 
100 105 110 

ate cgc gtt cat gtg cca ctt aag cog cac aaa tgc gac ttt tgt ggt 
384 

He Arg Val His Val Pro Leu Lys Pro His Lys Cys Asp Phe Cys Gly 
115 120 125 

aag get ttc aag cgc ecc cag gat ttg aag aag eat gtc aag act cat 
432 

Lys Ala Phe Lys Arg Pro Gin Asp Leu Lys Lys His Val Lys Thr His 
130 135 140 

gcg gac gac tec gag ate cgc tec ecc gaa ccg ggc atg aag cac cct 
480 

Ala Asp Asp Ser Glu He Arg Ser Pro Glu Pro Gly Met Lys His Pro 
145 150 155 160 

gat atg atg ttc ecc caa aac cct agg ggt tec cct get gee aca eat 
528 

Asp Met Met Phe Pro Gin Asn Pro Arg Gly Ser Pro Ala Ala Thr His 
165 170 175 

tac ttc gaa age cct ate aac ggc ate aat ggg caa tat tea cat gca 
576 

Tyr Phe Glu Ser Pro He Asn Gly He Asn Gly Gin Tyr Ser His Ala 
180 185 190 

ccg cct ecc cag tac tac cag cca cac cec cca ecc cag get ecc aac 
624 

Pro Pro Pro Gin Tyr Tyr Gin Pro His Pro Pro Pro Gin Ala Pro Asn 
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195 

ccg cat tec tac 
672 

5 Pro His Ser Tyr 
210 

gga ggc cac ccc 
720 

10 Gly Gly His Pro 
225 

ttt ttt ggc gac 
768 

15 Phe Phe Gly Asp 



gcg gtc ggc cag 
816 

20 Ala Val Gly Gin 
260 

etc agt ggc cct 
864 

25 Leu Ser Gly Pro 
275 

gtt ggc ggc ggc 
912 

30 Val Gly Gly Gly 
290 

ggt tac cac ctg 
960 

35 Gly Tyr His .Leu 
305 



7 

200 

ggc aat eta tac tat gee 

Gly Asn Leu Tyr Tyr Ala 
215 

tac gac cgt aag egc gga 

Tyr Asp Arg Lys Arg Gly 
230 

ttg aag cgc cgc cag ttc 

Leu Lys Arg Arg Gin Phe 
245 250 

cgt ctg ctg ggt etc cag 

Arg Leu Leu Gly Leu Gin 
265 

gee ccc gaa tac cag caa 

Ala Pro Glu Tyr Gin Gin 
280 

ggt ggt ggt tat ggc ggt 

Gly Gly Gly Tyr Gly Gly 
295 

ccc ccc atg tec aat gtt 

Pro Pro Met Ser Asn Val 
310* 
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205 

etg age caa gga caa gag 

Leu Ser Gin Gly Gin Glu 
220 

tat gac gcg ttg aac gaa 

Tyr Asp Ala Leu Asn Glu 
235 240 

gac cct aat tec tat gee 

Asp Pro Asn Ser Tyr Ala 
255 

gee ett cag ett ccc ttc 

Ala Leu Gin Leu Pro Phe 
270 

atg ect gcg cct gtt gee 

Met Pro Ala Pro Val Ala 
285 

ggt get ccc cag cct cct 

Gly Ala Pro Gin Pro Pro 
300 

egg act aag aac gat ttg 

Arg Thr Lys Asn Asp Leu 
315 320 
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ate aac att gat 
1008 

He Asn lie Asp 

age gat gag aat 
1056 

Ser Asp Glu Asn 
340 

tac gtg cac ggt 
1104 

Tyr Val His Gly 
355 

cac tec cgc caa 
1152 

His Ser Arg Gin 
370 

get get aca gcg 
1200 

Ala Ala Thr Ala 
385 

cet tec age gca 
1248 

Pro Ser Ser Ala 

cac age tea cge 
1296 

His Ser Ser Arg 
420 



cag ttc etc gaa 

Gin Phe Leu Glu 

325 

gtg get get gee 
Val Ala Ala Ala 

ggc atg aat cat 

Gly Met Asn His 
360 

gee acg tta etg 

Ala Thr Leu Leu 
375 

cac tec cca teg 

His Ser Pro Ser 
390 

cag teg tat ace 

Gin Ser Tyr Thr 
405 

gtg teg ecc cct 
Val Ser Pro Pro 



8 

caa atg cag aac 

Gin Met Gin Asn 
330 

ggt gtt gee cag 

Gly Val Ala Gin 
345 

cge ace ace cac 
Arg Thr Thr His 

caa eta cct tea 

Gin Leu Pro Ser 
380 

gtc ggc ace cca 

Val Gly Thr Pro 
395 

tec aac cgc tet 

Ser Asn Arg Ser 
410 

cac gag gag gcg 

His Glu Glu Ala 
425 
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act ate tac gag 

Thr lie Tyr Glu 
335 

ecc ggc gcg eat 

Pro Gly Ala His 
350 

tct ecc cca ace 

Ser Pro Pro Thr 
365 

gee ecc atg gcg 
Ala Pro Met Ala 

gee etg ace cca 

Ala Leu Thr Pro 
400 

ecc ate tec etg 

Pro lie Ser Leu 
415 

gcg ccg ggt atg 

Ala Pro Gly Met 
430 
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tac cct cgc ttg cct gcg gcc ate tgc gcc gac age atg act gca ggc 
1344 

Tyr Pro Arg Leu Pro Ala Ala lie Cys Ala Asp Ser Met Thr Ala Gly 
435 440 445 

tat ccg acc gcc tea ggt gcc gca cca ccc tct act ctg age ggt gcg 
1392 

Tyr Pro Thr Ala Ser Gly Ala Ala Pro Pro Ser Thr Leu Ser Gly Ala 
450 455 460 

tat gac eac gat gae cgc cgc cgc tac act ggt ggt acc caa ttc gcc 
1440 

Tyr Asp His Asp Asp Arg Arg Arg Tyr Thr Gly Gly Thr Gin Phe Ala 

465 470 475 480 

eta tag 

1446 

Leu 

<210> 3 
<211> 481 
<212> PRT 

<213> Penicillium chrysogenum 
<400> 3 

Met Thr Glu Asn His Thr Pro Ser Thr Thr Gin Pro Thr Leu Pro Ala 
15 10 15 

Pro Val Ala Glu Ala Ala Pro lie Gin Ala Asn Pro Ala Pro Ser Ala 
20 25 30 

Ser Val Thr Ala Thr Ala Ala Thr Ala Ala Val Asn Asn Ala Pro Ser 
35 40 45 



Met Asn Gly Ala Gly Glu Gin Leu Pro Cys Gin Trp Val Gly Cys Thr 
50 55 60 
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Glu Lys Ser Pro Thr Ala Glu Ser Leu Tyr Glu His Val Cys Glu Arg 

65 70 75 80 

5 His Val Gly Arg Lys Ser Thr Asn Asn Leu Asn Leu Thr Cys Gin Trp 

85 90 95 



10 



Gly Thr Cys Asn Thr Thr Thr Val Lys Arg Asp His He Thr Ser His 

100 105 110 

He Arg Val His Val Pro Leu Lys Pro His Lys Cys Asp Phe Cys Gly 

115 120 125 



Lys Ala Phe Lys Arg Pro Gin Asp Leu Lys Lys His Val Lys Thr His 

15 130 135 140 

Ala Asp Asp Ser Glu He Arg Ser Pro Glu Pro Gly Met Lys His Pro 

145 150 155 1^60 



20 Asp Met Met Phe Pro Gin Asn Pro Arg Gly Ser Pro Ala Ala Thr His 

165 170 175 



Tyr Phe Glu Ser Pro 
180 

25 

Pro Pro Pro Gin Tyr 
195 

Pro His Ser Tyr Gly 
30 210 

Gly Gly His Pro Tyr 
225 



He Asn Gly He Asn Gly 
185 

Tyr Gin Pro His Pro Pro 
200 

Asn Leu Tyr Tyr Ala Leu 
215 

Asp Arg Lys Arg Gly Tyr 
230 235 



Gin Tyr Ser His Ala 
190 

Pro Gin Ala Pro Asn 
205 

Ser Gin Gly Gin Glu 
220 

Asp Ala Leu Asn Glu 
240 



35 Phe Phe Gly Asp Leu Lys Arg Arg Gin Phe Asp Pro Asn Ser Tyr Ala 

245 250 255 
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Ala Val Gly Gin Arg Leu Leu Gly Leu Gin Ala Leu Gin Leu Pro Phe 
260 265 270 

5 Leu Ser Gly Pro Ala Pro Glu Tyr Gin Gin Met Pro Ala Pro Val Ala 
275 280 285 

Val Gly Gly Gly Gly Gly Gly Tyr Gly Gly Gly Ala Pro Gin Pro Pro 
290 295 300 



10 

Gly Tyr His Leu Pro Pro Met Ser Asn Val Arg Thr Lys Asn Asp Leu 
305 310 315 320 

lie Asn lie Asp Gin Phe Leu Glu Gin Met Gin Asn Thr lie Tyr Glu 
15 325 330 335 

Ser Asp Glu Asn Val Ala Ala Ala Gly Val Ala Gin Pro Gly Ala His 
340 345 350 

20 Tyr Val His Gly Gly Met Asn His Arg Thr Thr His Ser Pro Pro Thr 
355 360 365 

His Ser Arg Gin Ala Thr Leu Leu Gin Leu Pro Ser Ala Pro Met Ala 
370 375 380 

25 

Ala Ala Thr Ala His Ser Pro Ser Val Gly Thr Pro Ala Leu Thr Pro 
385 390 395 400 

Pro Ser Ser Ala Gin Ser Tyr Thr Ser Asn Arg Ser Pro lie Ser Leu 
30 405 410 415 



His Ser Ser Arg Val Ser Pro Pro His Glu Glu Ala Ala Pro Gly Met 
420 425 430 



35 Tyr Pro Arg Leu Pro Ala Ala lie Cys Ala Asp Ser Met Thr Ala Gly 
435 440 445 
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Tyr Pro Thr Ala Ser Gly Ala Ala Pro Pro Ser Thr Leu Ser Gly Ala 
450 455 460 

5 Tyr Asp His Asp Asp Arg Arg Arg Tyr Thr Gly Gly Thr Gin Phe Ala 
465 470 475 480 

Leu 
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